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提 要 以 1．O 的-由0 ·司rII，BR--10．1．5帕的 Ono~kaR--l0，O．45mol／L的甘露 

醇和 pHS．4的培养基作为分离番木瓜原生质体的最佳条件 ．得到了高活力和高产盘的原生质体． 

PRV-ya(Vb)株系和聚鸟氨酸(PLO，MW200000)分别以1 ／叫 的最终浓度接种番木瓜原生质体(5 

×10|原生质体／rod，成功地建立了PRV一番木瓜原生质体体系． 

对于 pRV在番木瓜原生质体中复制的行为动态差异．车实验研究r PRY-Ys和 PRV-Vb两株 

系 ，三个不同抗性梯度的番木瓜原生质以及不同培养温度之间相互作用 ．相互影响的关系 ．从而认 

为 PRV不仅能在奇主品种凸 妇 棚 vat，FI和 B朋 vat． 5而且还能在非寄主 c stilmlam 

的原生质体中进行增殖 I环境温度不仅能影响PRV在番木瓜细胞中的增殖能力，而且还能影响植 

橡细胞本身的生活能力和抗PRV侵架的能力IPRV-Ya和PRV-Vb两株系在C．聊唧 var．FI原生质 

PRV)侵染的抗性表达机制及其与成株抗性表达机制之问存在差异性[1-s]，为番木瓜个体(单 

细胞或愈伤组织)抗病性的筛选提早供期鉴定和诊断的侵染动力学指标[3． 。]，建立番木瓜原 

生质体 PRV单细胞侵染模型(M( I of Single-Cell Infection)CD--t,D+是一个重要途径 。 

材料与方法 

l 材料 ’ 

番木瓜野生种Carica Stipulata(对PRV免疫)来自美国夏威夷国家物种保藏巾心 ，由Ⅶh Nago教授提供； 

栽培种 唧I va 'P,v-5(对PRV耐病)由台湾风山热带园艺试验所柯文雄教授提供i栽培种 卿碍I vâ F1 

(对PRV高度感府)由广州河南园艺场提供。 

番木瓜环斑病毒PRV-Ys株系，PRV-Ys株系兔抗血清及PRV-YsRNA cDNA分子探针均由华南农业大学 

植物病毒研究室提供． 

2 方法 

2．1 原生质体的分离和纯化 

原生质体的分离 ：分离原生质的酶混台溶液由原生质体基本蔽体培养基和酶制剂混台组成。基车培养基 

组成如下 ：0．2mmol／LKH~PO．．1mmol／LKNOI．1mmol／L KI．O．01 mol／LOaSO‘·钟20．1 tool／LCaa2， 

本文于 1990年 10月4日收到，1992年8月 19日修回。 
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6’6m Z~SO4·7H=O，1 m rI，。l／L嘲 ·7H=O，0．1m rI，。l／L甘 氨酸，100ua／'mt羧苄基 青 霉素 

(c ∞ⅫⅡn)和o．45／md／L甘露醇(pH5．5)．溶解在培养基中的爵制荆最终浓度皋胶爵 Maccro~3rmcR-10为 

1·0 ·纤维素爵 QlⅡula雎。啪蚰LI R-IO为 1．SVo口mm ． 

番木旺三个品种(种)的实生苗盆栽在防虫隔离温室．苗黔四十天后，采其顶端新展开叶片，蒸馏l水冲洗后 
”

．蒸馏水冲洗¨ 次后置室置下凉干．i．5 次氧酸钠表面清毒20—30分钟 ，无 

菌水冲洗 3—5次后用剪刀除去叶脉，所得叶片剪成 1—2眦n宽的细丝嗍爱人到分离膝生质体用的混台爵溶液 

中，在 28℃的黑暗条件下静置8小时游离原生质体．番术瓜叶片和混台爵溶椎的比倒是 1：2o(wp,v)． 

原生质体的纯化 采用等密度离心法 化原生质体．在10mJ．容置的带帽离心管中盛8ml 20*AP,~'coU， 

在其界面上轻轻加入2 浓缩的原生质体悬浮液，10oxg水平离心10分钟后用 l管嗳出厦生质体带。o．45 

mol／L甘露醇一lOm埘 溶液离心洗涤三次．最后把离心管底的原生质体悬浮在基车培养基中，铡备成 

浓度为 1x10'细臆／ 的膝生质体悬浮液 ．I：l备病毒接种之用． 

2 病毒接种和原生质体的取样分析 

接种用的病毒是自然界中的优势株系PRV-Ya和PRV-'9-o．原生质体进行如下三十接种处理 

z．1 PRV-Ys接种上述三十不同抗性品种(种)的原生质体D4-1 研究不同抗性品种(种)的原生质体对PRV 

增殖的影响． 

接种过程为一1 ml PRV悬浮椎(101~8／m1)，iml聚鸟氨酸(PLO，Mw哩0o0o0)溶液(10~8／m1)(上述两溶液中 

均舍有 0．45 甘露醇和 10mtool／LCaCh，pH5．4)和8rid膝生质体基丰培养椎均匀混合 ．28℃恒温箱中孵 

育2o分钟，加入 10m1．原生质体悬浮液．捏合均匀后置 28"C恒温箱中聊  30分钟．150Xg离心 5分钟 ．沉淀 

的原生质体用0．45mol／L甘露醇一10mmo~／L EaCh溶液离心洗涤三次(150Xg．5分钟)．再悬浮在 lOral基本 

培养基中进行培养 ” 日． 

取样方法 原生质体接种后．在 28℃光培养箱中进行 12小时黑暗和 12小时光照(~0001tm)处理 ．培养 0、 

8、12 24、|8、72和96小时后，分捌取出1．4ml培养物置 Id时f管中．在0"C冰箱中贮存．以lml无菌水代替 

lml PRV悬浮液接种原生质体(方法同上)作为对照处理． 

2 PRV-Ys接种；融培品种D期 Ⅶ F1的膝生质体，在不同的沮度下培养U,IS】．研究温度对原生质体中 

病毒增殖的影响． 

接种后的原生质体悬浮椎分成五等份(每份zm1)分别置于 1O、22、28、35和 40℃恒温箱中培养 ，光照．处 

理 ，取样方法和对照处理同上． 

2． l 以PRV-Ys和 PRV-Vb两株系分刹接种栽培品种 D，_码H vat．F1的原生质体 ．作为不同株系在原生质 

体中增殖潜伏期的比较研究 。。。．在28"C温度下培养． 

上述三种处理的原生质体在取样的同时，进行原生质体浓度检测和形态观察 ． 分折培养过程中对原生 

质体数量增减和形态变化的影响． 

2．1 原生质体中的病毒和病毒RNA的提取 

病毒的提取 ，采用多次冻融(Thawing)．加热诸 ‘” 提取原生质体中的病毒L'7 ”．在 1．4ml样品中取出o．7 

分装到Eppcndor~管中．10000Xg离心 2分钟后．倒去上清液 ．沉淀用 2岫 0-025mol／L磷酸钾缓冲溶蔽(舍 

o．01 tool／LElYrA．pH7．5)悬浮，置一30℃冰箱中冷冻 24小时后在室温下融化 ．水中煮沸 3分钟后．冻融，沸水 

中煮沸 1分钟．重复三伏后，加入等置氯仿 ．充分混合 ，10000xB离心 1o分钟 ．小心收集水相 检测病毒古 

壹 ”． 

病毒RNA的提取 1．4ml样品用于提取病毒的0．7m1．剩下的 0‘7ml溶液以 IO000Xg离心 2分钟 ，沉淀用 

100gl热缓冲谤液(o．05tool／L1 ·a pH9．0,2 SDS，2％B-琉基乙醇和 15 甘油[“” ‘ 悬浮。同样采取多次 

冻融．加热方法处理原生质体．得到冻融溶液．加入等量的酚／氯仿(23；1)溶液进行多次抽提[t|l ．加入n 1倍 

体积 2．SmoU~ hAc和 三5倍体积乙醇沉淀RNA(一2O℃，2小时)，10000xg离速离心 l0分钟沉淀用 75 乙 

醇离心洗嵌三次．冷冻真空干燥．抽干的RNA悬浮于 2岫 TE~pH7．6)中，持检测 PRV-RNA的含量． 
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4 原生质体中病毒和病毒 RIqA含置的检测 

病毒检测方法 E述兰十处理的病毒提取样品各取耳d点样于硝酸耋于维紊滤膜(N凸f)上，根据陈技持等 

建立时检测 PRV病毒粒子韵间接Det--ELISA检测PRV的含量． 

病毒RIqA的检耐方法。上述三十处理的病毒mv提取样品各取5ul点样于恻 上，用殊技楠等啪合成的 

PY"ct4DA分子探针进行分予杂交 ，分析放射自显髟图象 t检测PRV-RNA的含量． 

结 果 ． 

本研究以 1 的 MacerozymeR-1Q，1．5 C．ettulaseOno~ukaR—lO，O·45mol，L的甘露醇巷 

透稳定剂和pH5．4的培养基作为分离番木瓜原生质体的最佳条件，得到了高活力和高产量的 

原生质体(1×l0‘原生质体／ )，在 PRV-Ys(Vb)株系和聚鸟氮酸(PLO，MW200000)分别以 

l B／ 的最终浓度接种番木瓜原生质体(5×10e原生质体／m1)时，成功地建立了PRV番木瓜 

原生质体体系． 

1 PRV-YS在不同抗性品种(种)原生质体中的复制 

图1 PRV-Y~在不同抗性番禾瓜品种(种)厝c生质体中 的复翻 

F'We1 R‘ h d PRVinWcto~ efrom v~rioes I papaya vlr_岫 (Bpe e) 

寰 1 PRV-Y~RNA在原生质体中的量嗣 

Table】 d PRV—RNA in pnm  

一  阴(nese／tve)I。+ 阳性( 瞳【i )I士．+．++⋯++++表不同放射 自显影聋度(ir懒 l'嘲 the van~stc 

·ndlg血 时 越|∞忸出q ph) 

接种后的原生质体在 28℃温度下培养不同时问，PRV-Ys病毒颗粒在原生质体中消长变 

化从图 1的问接 Dot--ELISA检测结果可以看出，PRV—Ys在三个不同抗性品种(种)的原生质 

体 中都是接种培养 48小时后才检测到 PRV—Ys病毒粒子的存在 ·而且随着培养时间的延长 ， 

原生质体中病毒含量增加。在三个不同抗性品种(种)的原生质体中PRV—Ys RNA的增殖从表 
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l的 py,6 cDNA分子探针杂交 自显影强度比较可看出，在 12小时以前 RNA较少。，在 24小时以 

后 RNA复制量则明显增加．同样随着培养时问的延长 ，原生质体中 PRV—RNA的含量增大。 

2 不同培养温度对 PRV-Ys在原生质体中复制的影响 

培养温度对 PRV—Ys增殖的影响 ：问接 Dot--ELISA检测结果(图 2)表明 ，不同培养温度对 

PRV．Ys在原生质体中的增殖有明显的影响 。在 10℃下培养的原生质体几乎检测不到任何 

PRV—Ys粒子的存在 ；在 22"C下培养 d8小时可检测到 ；在 28℃下只要培养 2 小时就可检测 

到 ，而且随着培养时问的延长 ，病毒含量愈高．这说明低温抑制了 PRV—Ys在原生质体中的增 

殖量和速率．当培养温度升高至35"C和40℃时，分别在72和96小时后才可检测到PRV-Ys的 

存在 ，说明了高温也同样会影响病毒在原生质体中的增殖量和速率．由此可见 28℃是病毒在 

原生质体中增殖的最佳培养温度。 

圈2 温度对原生质体巾PRV增殖的鬻j晌 

2 El∞ oftcm~raturcor+muR[pli~llond PRY 州  

培养温度对PRV．Ys RNA在原生质体中复制的影响：pY'~cDNA分子撵引。检测原生质体中 

的 PRV—Ys RNA含量的结果(图 3)表明，在 l0℃下培养 0、24和 d8小时后能检测PRV_RNA的 

存在。其它四个温度条件下培养的原生质体，在 0到 96小时都能检测到PRV—Ys RNA的存 

在，而且随着培养时间的延长 ，病毒 RNA含量增加。从而也表明低温对病毒增殖的影响较高温 

的影响效果要大。 

培养温度对接种原生质体数量和形态的影响：五个不同培养温度对接种原生质体在 0到 

96小时j音养过程中数量和形态的影响分别见表 2和图d。随着培养温度的升高，原生质体的数 

量在减少 ，而且原生质体的形态由原来的圆形变成皱缩 ，叶绿体消失。从而说明培养温度和病 

毒的感染影响了原生质体的生活能力和稳定性。 
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图3 丑班对蝤f生质体中PRV-RNA增殖的影响 

te．m[~"mlureon r 却l '啪 d PRV-RNAin pnIo 

襄 2 

Table 2 E茚oH of怔 In  oft amount。f 哪叩l喊 l／nocuta~d 

p一0-01；数据为三龃 复平均值(F u嘲 is sveraf~．of three哪 b) 

图 { 接种前(左)后(右) 生质体形态变化 

(]tange。f 啪印 m pb岫 ：加兀_iI-。cu t。d( )。 ∞ukl。d(蛐 ) 
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3 不同株系在原生质体中的增殖曲线 

PRV—Ys和PRV—Vb两株系在 ．pap：~ja t口．F1的原生质体中的增殖经问接 Dot--ELISA检 

测结果(图5)表明，两株系都是在接种培养 柏 小时后被检测到而且都是随着培养时问延长 ， 

病毒古量增加。从图6可以看出两株系在原生质体中的增殖潜伏期相同，而且其增殖曲线也没 

有明显差异． 

随 
崭 
柚 

哺 

璺 

田5 PRV-ys和PRV—v'o在贰生蕨体中的增殖曲线 

唧 S ofPRV-Ys vb m in 

Coftove~"和 Litz等口．1目报道，野生种 ．嘲岫 带有显性抗PRV单基因，属于PRV的非寄 

主植物．而 ．p卿 的 F1和 Tw-5栽培品种对 PRV的侵染分别表现高度感病和耐病【 ，属于 

寄主植物．根据Adams(1988)等n -3 婀认为病毒在原生质体中个体行为的动态差异性可能 

与成株植物抗性之问存在着一种潜在有机联系，本研究选用的三个不同抗性梯度的番木瓜品 

种(种)和自然界中占明显优势的PRV-Ys和PRV-Vb两株系，组成了不同的单细胞侵染模型， 

初步研究了PRV在番术瓜原生质体中复材的差异性，这对于了解番木瓜抗感 PRV病毒的侵 

染复翻机制有一定的指导意义。 

PRV—Ys株系在三个不同掠性番木瓜品种(种)的原生质体中都能增殖，说明了野生种 一 

确耐嘲 的原生质体没能反映其成株对 PRV侵染所具有的抗性。这与 aco，r罐Il；等[9fl ” ”]在 

分析其它大多数植物原生质体病毒体系后所得出的结论——即几乎所有寄主植物的原生质体 

都能被病毒感染，而有些非寄主植物的原生质体也能被病毒感染是一致的．这可能是因为没 

有细胞壁的原生质体与PRV病毒相互作用在行为动态差异的时问指标上不能完全反映番木 

瓜植物组织或成株与PRV相互作用、相互识别的机制 ，从而失去了组织或成株抗病毒侵入、复 

制等抗性机制的缘故口 I]。 

自然界中番木瓜植株在低温(低于 20"C)，适温(26--28"C)和炎夏高温(34℃以上)等不同 

温度条件下，分别表现为严重。鸡爪形 ，典型环斑和轻花叶等症状。这种植株症状的表现随环 

丽 n 砸 
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境温度变化而变化的现象 ．可以从本研究中不同培养温度对 PRV在番木瓜原生质体中 

复制的影响结果得以解释．即低温虽较严重地影响了 PRV在细胞内的增殖 ，但更严重地影响 

了番木瓜植株的抗病能力，因而番木瓜叶片表现严重。鸡爪形 症状}适宜的温度虽有利于植 

株的生长，但更有利于PRV在细胞内的大量快速增殖，因而植株表现典型的花叶和环斑症状f 

高温虽不太影响番木瓜植株旺盛生长 ，但却较严重抑制了PRV在细胞内的增殖量和速率 ，因 

而植株表现症状减轻或隐症。 

因此 ，根据上述结果率研究可以初步得出如下结论 ； 

1 PRV-Ys不仅能在寄主植物品种 C．papaga vat．F1，C-pa／~ga vat-Tw一5而且还能在非寄主植 

物 C。 如 的原生质体中进行增殖。 

2 温度不仅能影响 PRV在番木瓜单细胞原生质体中的增殖能力 ．而且还能影响寄主植物细 

胞和寄主植物的生活能力，从而影响其抗病能力。 

3 PRV—Ys和 PRV—Vb的增殖潜伏期和增殖曲线没有明显的差异。 
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Preliminary Research on Replicaiton of Papaya 

Ringspot Virus(PRV)in Papaya Protoplasts 

Ch如 Zhinan Zheng Guanbiao Lin Kungxun Faan Hweichu0g 

(胁 n e珀l堋 Depay／,ite~， 一C抽 Agricu／／m-e I面嘞 ， 唧 曲叫，510642) 

A concentrarJon of l x 10 cells／ml of high viable protoplas~was obtained by using the following 

optimal concentxatior~ for isolating papaya zlleso曲yll cell protopiasts：1．0％ Macerozyme R一10， 

1．5 cellulase Onozuka R一1
．

0 and 0．45 mol／L mannitul in the medium (pH5．5)．The inoculation 

was successfully carried out by exposing 5x 10 cellslml of the pxotoplasts to the final mixture of l 

ng／ml PRV—Ys(or Vb)strains and 1 pg／ml poly-L—orintine(MW200000)． ‘ 

Th e preliminary results of the studies on behavior kinectics of V in protoplas ~ L~ iated  from 

vazious resistantpapaya varieties(species)andthe effect of the culturetemperature onthereplicutiorl 

of PRV in protoplas ts isolated from Cm  ，叩 I var-Fl·showed  that PRV-Ys strain could multiply 

UOt only in the protoplas m of the host plafit，but also in those of non-hus t one．In the 目ent study it 

was also found tha t the cu lture tempe rature affect not only the extent of multiplication of PRV in pro to 

pla．~ ． c also the v纽bIljty ofprotoI：~astsinfected  and lhe response of re*istance to theinfection ofthe 

intact pIantsby PRV．OtherwLse．the replicationinocubation periods ofPRV-YsandPRV—Vb strainsin 

protop~ ts isolated from C- vat-Fl虹 d not distinct difference- 

Key words： Resistance expr~ iorm Virus-protopiast system M ed el of single—cell infection 
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